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【摘要】 背景与目的  在人肺鳞癌细胞株YTMLC-9、人肺腺癌细胞株A549、人大细胞肺癌细胞株L9981及人小细
胞癌细胞株NCI-H446中筛选高表达HMGB1的细胞株，作为人肺癌细胞HMGB1基因研究的理想材料。方法  采用实时
荧光定量PCR和Western blot方法对人肺癌细胞HMGB1基因在4株细胞中的mRNA和蛋白水平的表达进行检测，筛选出
高表达HMGB1基因的人肺癌细胞株。结果  人肺鳞癌细胞株YTMLC-9、人肺腺癌细胞株A549、人大细胞肺癌细胞株
L9981及人小细胞癌细胞株NCI-H446中均有HMGB1基因表达，其中人大细胞肺癌细胞株L9981表达水平最高，mRNA
是表达量最低的人肺腺癌细胞株A549mRNA表达量的10.3倍；人大细胞肺癌细胞株L9981 HMGB1蛋白表达水平最高，
与其它3种人肺癌细胞株相比有统计学差异（P<0.001）。结论  人大细胞肺癌L9981细胞株为HMGB1高表达细胞株，
可作为进行肺癌细胞中研究HMGB1的实验材料。
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【Abstract】 Background and objective  Lung cancer is a type of malignant tumor which threats human health and life. 
Its morbidity might increase dramatically in a long period. Lung cancer is the leading cause of cancer-related death all over the 
world. HMGB1 (high mobility group box B 1) is a non-histone chromosome binding protein in the cells. It takes part in many 
biological processes including genes transcription and DNA repair. HMGB1 overexpression can result in cell apoptosis, differ-
entiation, migration and proliferation. The main purpose of this study was to detect the HMGB1 expression of 4 lung cancer cell 
lines in order to select the most suitable cell line to do the work next step. Methods  Four lung cancer cell lines were cultured by 
normal method, Western blot and real-time quantitative PCR were used to verify the levels of expression of HMGB1. The cell 
line which HMGB1 over-expressed was selected. Results  HMGB1 expressed in all 4 lung cancer cell lines, the cell line L9981 
was the most highly expressed cell line (P<0.001). Conclusion  All 4 lung cancer cell lines expree HMGB1 gene. As the HMGB1 
overexpression cell line, L9981 is an ideal material for follow-up research.
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高迁移率族蛋白（high mobility group box, HMG）于
20世纪60年代从细胞核内提纯获得，因其分子质量小
为25 kD，在聚丙烯酰胺凝胶电泳快速迁移而被命名为
高迁移率族蛋白
[1]。HMGB1（high mobility group box B 1, 
HMGB1）为其家族成员之一。有研究
[2]认为HMGB1的过
表达可以抑制细胞凋亡，故HMGB1可能是一种抗细胞凋
亡因子。大量研究表明，HMGB1在全身许多恶性肿瘤中
高表达，与肿瘤的侵袭性密切相关，其表达程度与肿瘤
的恶性程度及预后关系密切。目前，HMGB1在肺癌中的
研究处于起步和探索阶段。本实验拟初步明确HMGB1基
因在肺癌细胞株中的表达水平，为今后在肺癌细胞内研
究HMGB1基因选择合适的实验材料。
1    材料和方法
1.1  主要仪器设备  台式高速冷冻离心机（Allegra X-22R）
购自美国Beckman Coulter公司；UMAX powerlook 2100XL
扫描仪购自中国台湾UMAX公司；7500实时定量PCR系
统购自美国ABI公司；倒置相差显微镜（TS100）购自日
本Nikon公司；凝胶成像系统（ChemiDoc XRS System）购
自美国Bio-Rad公司；水套式二氧化碳培养箱（3111）购
自美国Thermo Forma公司；超净台购自中国Airtech公司；
空气摇床（420）购自美国Thermo Forma公司；DU800
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紫外分光光度计/核酸蛋白分析仪购自美国Beckman 
Coulter公司；小型水平、垂直电泳槽（SE260）购自瑞
典Amersham Biosciences公司；精密数显PH计（S20k）
购自瑞士Mettler toledo公司；连续光谱酶标仪购自美国
Molecular Devices公司。
1.2  试剂和抗体  精制小牛血清和RMPI 1640细胞培养基
购自美国Gibico公司；细胞培养六孔板购于丹麦Corning
公司；总RNA提取试剂Trizol Reagent购自美国Invitrogen
公司； M-MLV逆转录酶（RNase H-）、随机引物、
RNase抑制剂、dNTP mix、DNA Marker DL2000购自日本
TAKARA公司；HMGB1实时定量PCR引物、Goldview核
酸染料购自北京赛百盛公司；琼脂糖粉购自美国Sigma公
司；SYBR GREEN Master Mix和八联管购自美国ABI公司；
BCA蛋白浓度测定试剂盒购自美国PIERCE公司；HMGB1
鼠单抗购自美国Santa Cruz公司；β-actin鼠单抗、焦碳酸
二乙酯（Diethyl Pyrocarbonate, DEPC）购自美国Sigma公
司；Tris碱、甘氨酸（Glycine）、SDS购自美国USB公
司；醋酸纤维素膜（NC）购自瑞典Amersham Biosciences
公司；蛋白Marker及抗体、化学发光试剂LumiGLO购自
美国Cell Signaling公司。
1.3  实验方法
1.3.1  人肺癌细胞系培养  人肺腺癌细胞A549、人肺鳞癌
细胞YTMLC-9、人肺大细胞癌L9981和人肺小细胞癌细胞
NCI-H446均由天津市肺癌研究所惠赠，从液氮中迅速取
出细胞冻存管，迅速置于37 °C水浴中混匀，振荡使其在
1 min内完全溶化。将细胞悬液移至离心管中，加入适量
含10%小牛血清的RPMI 1640培养基，置于37 °C 5%CO2孵
箱中培养，每2-3天更换一次培养基。观察细胞生长状态
良好、密度在70%-90%时进行细胞传代。收集对数生长
期细胞用于实验。
1.3.2  实时荧光定量PCR检测人肺癌细胞系中HMGB1 
mRNA表达  用Trizol试剂从4株细胞中提取总RNA， 样品
经琼脂糖凝胶电泳观察并以紫外分光光度计检测浓度。
按照逆转录试剂盒说明书进行操作合成CDNA， 所用引
物以primer 5软件设计，由赛百盛生物工程公司合成。
HMGB1引物序列如下：上游5'-AATACGAAAAGGATAT
TGCT-3'，下游5'-GCGCTAGAACCAACTTAT-3'；内参
基因为GAPDH，其正义链：5'-TGTTGCCATCAATGACC
CCTT-3'，反义链：5'-CTCCACGACGTACTCAGCG-3'；
按照ABI SYBR Green Master Mix试剂盒说明书设定反应条
件：96孔板，3 000 rpm/min，离心2 min，上机。进行实
时定量PCR，设置反应条件如下：stage one 1个循环：
50 °C， 2 min（激活UDG酶，降解dUTP）→stage two 1个
循环：95 °C，10 min（灭活UDG酶）→stage three 40个循
环：95 °C（变性、解链），15 s→60 °C，1 min（退火、延
伸）；熔解曲线检测设置程序如下：95 °C，15 s→60 °C，
1 min→95 °C，15 s；收集数据：采用ΔΔCT值比较法进行
相对定量，ΔΔCt=[Ct GI（未知样品）-Ct GAPDH（未知
样品）]-[Ct GI（校正样品）-Ct GAPDH（校正样品）]，
平均相对含量=2–averageΔΔCT×100%。
1.3.3  免疫印迹法检测人肺癌细胞系中HMGB1蛋白表
达  用RIPA细胞裂解液提取细胞总蛋白，应用BCA方法
进行蛋白浓度测定，制备浓缩胶和分离胶，上样结束
后，接通电源进行水平电泳。然后硝酸纤维素膜（NC）
电转膜，将膜放入装有封闭液（1×TBST，15%脱脂奶
粉）的盒子中，室温下轻摇孵育膜1 h。封闭完毕后，
将抗HMGB1一抗按1:1 000稀释于一抗稀释缓冲液（1×
TBST，5%脱脂奶粉）中，4 °C摇床轻摇过夜。将偶联
HRP的二抗（山羊抗鼠）按1:4 000的稀释度稀释，将标
记了HRP的抗生物素抗体按1:1 000的稀释度稀释，然后
把NC膜平铺在暗盒预放好的保鲜膜上，折叠保鲜膜。用
X-film曝光，曝光时间约1 min。取出胶片，显影液中显影
约1 min左右后于定影液中定影4 min，取出胶片，冲洗，
凉干。实验重复3次。
1.4  统计学处理  应用SPSS 13.0软件对各种实验数据进行
统计学分析，多组均数的比较采用单因素方差分析，
P<0.05为差异有统计学意义。
2    结果
2.1  实时荧光定量PCR检测人肺癌细胞系中HMGB1 
mRNA的表达结果  以表达量最低的A549细胞为对照细
胞，根据公式2–averageΔΔCT×100%计算目的基因相对表
达量。结果显示L9981细胞HMGB1表达量最高，为A549
细胞10.380倍、NCI-H446细胞的3.474倍、YTMLC-9细胞
的2.701倍。见图1。
2.2  人肺癌细胞系HMGB1蛋白的表达  人肺腺癌细胞株
A549、人大细胞癌细胞株L9981、人小细胞肺癌细胞株
NCI-H446和人肺鳞癌细胞株YTMLC-9的HMGB1蛋白相
对表达量分别为8.42±0.63、60.32±4.28、20.51±3.08、25.74
±3.62；L9981细胞HMGB1蛋白表达水平最高，与其它3
株细胞相比存在统计学差异（F=7915.50, P<0.001）。图2
的免疫印迹条带可以看出4株细胞HMGB1蛋白表达的差
异。
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3    讨论
HMGB1是一种古老的生物分子，在进化上高度保
守，在哺乳类之间具有99%的同源性。人HMGB1基因位
于染色体13q12，蛋白经翻译后进行糖基化、甲基化、酰
基化和磷酸化等修饰加工活动成型。人HMGB1蛋白分子
量约为30 000，含有219个氨基酸残基。
 HMGB1是一种普遍存在的核蛋白，广泛分布于哺
乳动物细胞中，可以在胸腺、淋巴组织、睾丸和新生儿
肝脏中检测到高水平的HMGB1
[3]。存在于细胞核内和细
胞外的HMGB1发挥不同的功能及生物学效应。细胞核内
的HMGB1作为DNA结合蛋白被广泛研究， 其能维持核
小体结构，调节基因转录及类固醇类激素受体的活性。
细胞外HMGB1可以在脂多糖（LPS）、肿瘤坏死因子-α
（TNF-α）或白细胞介素1（IL-1）的刺激下由单核细胞
主动分泌； 还可由细胞死后被动地释放至周围环境中。 细
胞外的HMGB1通过与其受体结合刺激其他细胞产生适当
的生物学效应， 如介导细胞迁移分化炎症及免疫反应
[4]。
HMGB1在多数类型肿瘤中均有表达，且表达水平
明显高于相应的正常组织，这种情况在对白血病细胞的
研究中得以证实
[5]。同样的，当与相应的正常组织进行
对照时，被发现在肝细胞癌
[6]、胃肠道腺癌
[7]、恶性黑色
素瘤
[8]、直肠癌
[9]、前列腺癌
[10]、胰腺癌
[11]、胆管癌、
乳腺癌
[12]和非何杰金氏淋巴瘤
[13]中过度表达。比较人原
发性乳腺癌和正常乳腺组织蛋白表达水平时，在癌组织
中的表达明显增高。Cheng BQ等
[14]检测临床确诊肝癌手
术患者血清中HMGB1蛋白，发现HMGB1升高者临床分
期相应较高，提出在肝癌中HMGB1可作为一种肿瘤标志
物，靶向HMGB1基因的治疗可能会有满意疗效。
目前可供检索的关于HMGB1在肺癌中的研究文献
很少，Lim SC等
[15]报道水杨酸钠可以抑制多种炎性因
子的分泌，有很强的抗癌效应。在肺腺癌细胞株A549
中通过实验，证实水杨酸钠可以使细胞膜完整，使包
括HMGB1在内的多种因子免于释放，抑制肿瘤细胞发
展。Schraml
[16]通过在肺癌中研究HMGB1的配体RAGE，
报道在肺癌中，HMGB1存在高表达，指出HMGB1在肺
癌发生中起着主要作用。有报道给予皮下植入LEWIS
肺癌细胞的小鼠抗HMGB1的抗体能够抑制转移灶的形
成。Bartling等
[17]发现在无有丝分裂的肺癌细胞H358中，
HMGB1位于细胞核中，而在存在有丝分裂的H358中，
HMGB1位于胞浆中，从肺成纤维细胞WL-38制备的培养
基可以使HMGB1表达增高，通过HMGB1激活作用使癌
细胞发展。
本研究应用体外细胞培养，采用实时荧光定量PCR
和Western blot的方法，分别在mRNA和蛋白水平对人肺腺
癌细胞株A549、人大细胞癌细胞株L9981、人小细胞肺癌
细胞株NCI-H446及人肺鳞癌细胞株YTMLC-9HMGB1基因
表达进行检测，结果发现4株细胞均存在HMGB1基因表
达，其中人大细胞癌细胞株L9981中HMGB1表达最高，
人肺腺癌细胞株A549HMGB1表达量最低，两者相差10.3
倍，与其它两株细胞存在明显差异，可作为人肺癌细胞
株中研究HMGB1基因功能的理想材料。
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Fig 2  HMGB1 protein expression in 4 lung cancer cell lines
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图 1  4种细胞HMGB1 mRNA相对表达量，人大细胞癌细胞株
                  L9981HMGB1表达量最高，与其他3组存在差异（F=7163.83, 
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文稿中须写成斜体的外文字符
在科技文稿中出现许多外文字符，它们有的是正体，有的是斜体。正体和斜体外文字符各有其特定含义
和用法，切不可混淆使用。现根据有关规定和规则，把生物医学文摘中须要写成斜体的外文字符归纳为以下
几类：
①生物学中拉丁学名的属名和种名（包括亚属、亚种、变种）应斜体，例如大肠杆菌Escherichia coli、幽门
螺杆菌Heliobacter pylori。
②各种基因的缩写符号应斜体（基因表达产物缩写符号应写成正体），例如人脆性X智力低下基因1 
FMR1、原癌基因RAF1（人）、病毒癌基因V-RAF-1（鼠）、抑癌基因p53（鼠）等。
③限制性内切核酸酶缩写符号中前3个字母应斜体，例如HindⅢ、BamHⅠ、SalⅠ等。
④各种统计学符号应斜体，例如样本数n、t检验、F检验、概率P、相关系数r等。
⑤各种物理量量符号应斜体（pH用正体除外），例如长度L、面积A（或S）、体积V、质量m、时间t、压
力p、相对分子质量M、物质的量浓度c等。
⑥化学中表示旋光性、分子构型、构象、取代基位等符号应为斜体，例如左旋L-、右旋D-、临位o-、对位
p-、反位trans-、顺式cis-等。
⑦数学中用字母表示的变数和一般函数应斜体。
⑧英文中使用的某些拉丁词应斜体，例如et al、vs、in situ、in vivo、in vitro等。
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